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Di dd nuovo moM poi r isolamento del vibrione coierigeno dallo feti 


NOTA dei. Dr. 33. OTTOLENGHI, Aiuto 



S E si prescinde dai casi in cui le feci 
contengono il vibrione del colera 
in tanta copia da riuscirne facile riso- 
lamento immediato per mezzo della 
cultura in piastra d’agar o di gelatina 
o di agar-sangue di Dieudonné, è certo 
che il procedimento più raccomandabile 
per la ricerca del vibrione nelle feci è 
quello che si fonda sul così detto 
arricchimento in acqua peptonizzata 
seguito dal trapianto sull’agar della 
cultura ottenuta nell’acqua peptonizzata. 

Peraltro l’acqua peptonizzata, seb¬ 
bene particolarmente addatta allo svi¬ 
luppo del vibrione del colera, non è 
tuttavia un substrato sfavorevole a 
molti batteri delle feci e, in ispecie, al 
bacterium coli. La differenza fra questi 
batter! e il vibrione sta, come è noto, 


in ciò che, d’ordinario, il vibrione si 
moltiplica più rapidamente e si rac¬ 
coglie sopratutto alla superficie del 
liquido, per modo che, a un dato 
momento, appunto alla superficie del 
liquido, i vibrioni sono già numerosi 
mentre gli altri microrganismi vi sono 
ancora scarsi, e si ha così un mate¬ 
riale adatto a venir seminato sull’agar 
per l’isolamento definitivo del vibrione 
coierigeno. Di qui la necessità di esa¬ 
minare sovente le culture di feci in 
acqua peptonizzata per cogliere codesto 
momento favorevole per i trapianti 
sull’agar, di qui pure la conseguenza 
che, quando i vibrioni sono molto scarsi 
nelle feci, o quando per varie ragioni 
l’esame sistematico e ripetuto delle 
colture in acqua peptonizzata non viene 
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fatto, l’isolamento del vibrione coleri- 
geno dalle feci può riuscire assai lungo 
e fastidioso. 

Mi è parso quindi interessante la 
ricerca di qualche mezzo di arricchi¬ 
mento per il vibrione del colera più 
elettivo dell’acqua peptonizzata, e ho 
tentato e fatto tentare in questo la¬ 
boratorio parecchie vie. 

Le mie prime prove vennero eseguite 
sul succo dei cocomeri e dei poponi, 
la cui ingestione pare provocare nel¬ 
l’uomo condizioni assai favorevoli al¬ 
l’attecchimento del colera. 

Effettivamente questi succhi, addi¬ 
zionati, dopo neutralizzazione, del 3 % 
di Na 2 Co 3 + aq. 10 %, sterilizzati 
alla pentola di Koch 0 all’autoclave, 
filtrati e nuovamente sterilizzati, costi¬ 
tuiscono dei substrati assai adatti allo 
sviluppo del vibrione del colera. In 
esperienze comparative con l’acqua 
peptonizzata si è notato anzi che il 
vibrione in questi succhi, ma special- 
mente nel succo di popone, si sviluppa 
più rigogliosamente e più rapidamente. 
Lo sviluppo però s’arresta abbastanza 
presto con la comparsa della reazione 
acida, a meno che si ovvii a questo 
inconveniente aggiungendo al liquido 
culturale una certa quantità di Ca C0 3 . 
Nei succhi stessi si ha già dopo 24 
ore d’incubazione, reazione positiva dei 
nitriti, fortissima nel succo di popone, 
debolissima invece nel succo di coco¬ 
mero, che anche come substrato nu- 
trizio è meno buono del primo. 

Ma in tali succhi si sviluppano bene 
anche altri germi, ad es. il b . coli , onde 
per la ricerca del vibrione nelle feci, 
non si dimostrarono, alla prova diretta, 
di molto preferibili all’acqua pepto¬ 
nizzata. 

Un mezzo invece che mi ha dato 
eccellenti risultati è stata la bile di 


bue. Questa, addizionata del 3 % di 
carbonato sodico cristallizzato al 10% 
e sterilizzata all’autoclave, costituisce 
un buon terreno di cultura per il vi¬ 
brione del colera, mentre è poco 0 
punto addatta allo sviluppo del b. coli 
dei bacilli A e B del paratifo, del 
b. tifico, del b. dissenterico, (tipo 
Kruse-Shiga) (1), e dei microrganismi 
che si trovano comunemente nelle feci 
normali dell’uomo. Paragonata all’acqua 
peptonizzata la bile, in prove fatte con 
culture pure, si è dimostrata, con 
alcuni stipiti di vibrione colerigeno, 
altrettanto favorevole allo sviluppo di 
questo batterio, con altri stipiti invece 
è risultata un po’ meno adatta, cioè: 
l’inizio dello sviluppo visibile con 
l’esame microscopico a fresco 0 su 
preparati colorati si è avuto, con 
alcune varietà di vibrioni del colera, 
dopo lo stesso tempo d’incubazione 
in termostato, e con altre varietà, 
qualche ora più tardi che nell’acqua 
peptonizzata (2). Le esperienze istituite 

(1) Da prove eseguite seminando in acqua peptoniz¬ 
zata e in bile un’ansa di coltura in brodo di 18 ore di 
questi diversi batteri e determinando, con preparati in 
goccia pendente e con preparati colorati, l’inizio dello 
sviluppo nei due mezzi diversi nutrizi, è risultato que¬ 
sto: i vibrioni del colera sono di regola già numerosi 
in ogni preparato tanto di acqua peptonizzata quanto 
di bile dopo 4-6 ore di incubazione; il b.coli dà abbon¬ 
dante sviluppo in acqua peptonizzata dopo 6 ore, scar¬ 
sissimo in bile anche dopo 24 ore; il b. del paratifo B 
abbondante in acqua peptonizzata dopo 6-7 ore, poco 
abbondante in bile dopo 24 ore; il b. del tifo, del para¬ 
tifo A e della dissenteria non si sviluppano nella bile 
neppure dopo 5 giorni d’incubazione. Invece il vibrione 
di Metchnikoff e il vibrione di Finkler e Prior si molti¬ 
plicano nella bile press’a poco con la stessa rapidità 
che nell’acqua peptonizzata. 

(2) Più precisamente, seminando un’ansa di coltura in 
brodo di diversi stipiti di colera nell’acqua peptonizzata 
e in bile, si incominciarono a riscontrare vibrioni nei 
preparati-in goccia pendente, con gli stipiti Barletta, 
Asinara, Spinazzola I, Spinazzola II, dopo 4 ore tanto 
in acqua peptonizzata quanto in bile; con lo stipite 
Saigon, dopo 9 ore in tutt'e due i substrati, con gli 
stipiti 16 e 18, dopo 6 ore in acqua peptonizzata e dopo 
circa 9 ore in bile; con lo stipite 69, dopo circa 6 ore 
in acqua peptonizzata e in bile; e infine, con lo stipite 
Sassari, dopo circa 9 ore in acqua peptonizzata e dopo 
7 ore in bile. 
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su feci addizionate di vibrione del 
colera hanno dimostrato però che riso- 
lamento di questo germe, anche quando 
esso era assai scarso, riesce, mediante 
l’arricchimento in bile, facile e sicuro, 
e inoltre che, usando la bile, Tesarne 
sistematico e frequente delle colture 
può essere trascurato senza danno, 
perchè anche 24-48 ore dopo Talle¬ 
stimento delle culture stesse lo svi¬ 
luppo del vibrione è sempre infina- 
tamente maggiore di quello degli altri 
microrganismi presenti nelle feci. 

A chiarire meglio cotesti risultati 
credo conveniente riferire due fra le 
molte esperienze fatte in proposito e 
tutte fra loro concordanti. 

ESPERIENZA A. - Delle feci normali 
vengono stemperate con tant’ acqua 
da ottenersi un’emulsione discretamente 
fluida. A 3 cm 3 , dell’emulsione si ag¬ 
giungono cm 3 1 di coltura in brodo 
di 18 ore di b. coli , cm 3 1 di coltura 
in brodo di 18 ore di bacillo B. del 
paratifo, e cm 3 0,1 di coltura di vibrione 

del colera in acqua peptonizzata di 18 

• • 

ore. Un’ansa della miscela è seminata 
in tubi d’acqua peptonizzata e in tubi 
di bile. 

Dopo 7 ore d’ incubazione in ter¬ 
mostato si riconosce per la prima volta 
sviluppo del vibrione nell’acqua pepto¬ 
nizzata e dopo 8 ore, nella bile. Gli 
strisci sull’agar, fatti con queste due 
colture rispettivamente alla 7 a e alla 
8 a ora, danno, nelle piastre allestite 
col materiale proveniente dall’ acqua 
peptonizzata, alcune piccole colonie di 
colera e gran numero di colonie di 
altri germi, e, nelle piastre allestite col 
materiale proveniente dalla bile, pa¬ 
recchie colonie di vibrione del colera, 
isolate, grandi e pochissime colonie di 
altri germi. 


Alla 7 a ora si fanno pure trapianti 
dalle colture in acqua peptonizzata in 
altri tubi dello stesso substrato nutrizio, 
che si ripongono in termostato insieme 
ai tubi di bile. Dopo 30 ore dall’inizio 
dell’esperimento, si allestiscono nuove 
piastre in agar dalle colture di 2° pas¬ 
saggio in acqua peptonizzata e dalle 
colture in bile — che non hanno subito 
alcun passaggio — si ottiene lo sviluppo 
del colera in coltura quasi pura tanto 

nelle prime che nelle seconde piastre. * 

# 

Esperienza B. - Si prepara una 
serie di provette contenenti cm 3 4 di 
emulsione acquosa di feci normali e 
cm 3 1 di coltura in brodo da 20 ore 
di b. coli , e un’altra serie di provette 
con cm 3 3 delTemulsione di feci, cm 3 1 
della coltura di b. coli e cm 3 1 di col¬ 
tura in brodo di 20 ore di bacillo B. 
del paratifo. 

A ciascuna di queste provette si 
aggiungono cm 3 0,05 di coltura in brodo 
di 20 ore di vibrione del colera, oppure 
cm 3 0,05 della diluzione 1: 10 o 1: 100 
di questa stessa coltura in acqua 
distillata e sterilizzata. 

* 

Per stabilire poi, con qualche ap¬ 
prossimazione, quanti vibrioni vengono 
in tal modo a trovarsi nelle emulsioni 
di feci, cm 3 0,05 della coltura di colera 
o delle sue diluzioni 1: 10 e 1: 100 
sono mescolati a 5 cm 3 di acqua ste- 
rilizzata, e con frazioni di tali miscele 
si allestiscono delle piastre in agar. 
Dal conteggio eseguito il giorno se¬ 
guente risulta che: 

da cm 3 1 della miscela contenente 
cm 3 0.05 della coltura di colera si svi¬ 
luppano circa 5 milioni di colonie; 

da cm 3 1 della miscela contenente 
ctn 3 0,05 della coltura di colera diluita 
1:10 si sviluppano circa 500.000 colonie; 



da cm 3 1 della miscela contenente 
cm 3 0,05 della coltura di colera diluita 
1: 100 si sviluppano circa 50.000 colonie. 

Di ciascuna emulsione di feci si fanno 
trapianti con un’ansa (1), con tre anse 


e con cm 3 0,1 in provette contenenti 
cm 3 5 di bile. 

I risultati, dopo 20 ore d’incubazione 
in termostato (2), sono riassunti in 
questa tabella: 


» 


In 5 cm 3 di emulsione di feci vi è di coltura 

Quantità di emulsione di feci 
usata per il trapianto 
in bile 

-- 

Reperto microscopico 

Reperto nelle piastre in agar 
allestite con un’ansa della coltura 
in bile (3) ' 

di vibrione del colera 

di b. coli 

di bac. B del 
paratifo 

nelle colture in bile (3) 

• 

cm. 3 0.05 

\ 

\ 

cm. 3 1 


1 ansa 

numerosi vibrioni 

quasi solo colonie di v. del colera 
in grandissimo numero 

» 

». 


3 anse 

» 

» 

» 

» 

» 


cm. 3 0.1 

» 

» 

» 

cm. 3 0.05 della 
diluzione 1: 10 

» 

— 

1 ansa 

» . 

» 

» 

» 

% 

» 


3 anse 

» 

» 

» 

» 

» 

— 

cm. 3 0.1 

» 

» 

» 

ctn. 3 0.05 della 
diluzione 1: 100 

» . 

— 

1 ansa 

• 

» (4) 

» 

» 

» 

» 

— 

3 anse 

* (4) 

» 

» 

» 

» 

— 

cm. 8 0.1 

» 

» 

» 

cm. 3 0.05 

» 

cm. 3 1 

1 ansa 

» 

» 

» 

» 

» 

» 

3 anse 

» 

» 

» 

» 

» 

» 

cm. 3 0.1 

» 

» 

» 

cm. 8 0.05 della 

diluzione 1 : 10 
• 

» 

» 

• • 

1 ansa 

» 

» 

» 

» 

» 

» 

3 anse 

» 

» 

» 

» 

» 

» 

cm. 3 0.1 

» 

» 

» 

cm. 3 0.05 della 
diluzione 1: 100 

» 

» 

1 ansa 

» (4) 

» 

» 

» 

» 

» 

3 anse 

9 

» 

» 

» 

» 

» 

» 

cm. 3 0.1 

» 

/> 

» 


(lì L’ansa usata corrispondeva a circa V 350 di cm . 3 

(2) Già dopo 7-8 ore, in alcuni tubi l’esame microscopico con preparati colorati dimostrò la presenza di 
vibrioni, ma ancora scarsissimi. Nelle colture in acqua peptonizzata, fatte però con l’emulsione di feci più ricca 
di vibrioni, dopo 6-7 ore si osservarono pure alcuni vibrioni, ma in mezzo ad una miriade di altri batteri; se 
si fosse dovuto fare l’isolamento con tali colture, sarebbe stato necessario almeno un altro passaggio in acqua 
peptonizzata. 

(3) Per brevità non dò qui la descrizione completa del preparato microscopico e delle piastre, bastando per 
il giudizio del lettore che si sappia se i vibrioni erano numerosi e se i trapianti in piastra d’agar permettevano 
già l’isolamento definitivo del vibrione stesso. 

(4) In questi casi lo sviluppo del vibrione apparve dubbio dopo 20 ore, fu positivo e abbondante dopo 30 ore. 
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Aggiungerò subito che la bile usata 
in questo caso, in base all’ esito di 
altre prove, conteneva anche il 0,1 °/oo 
x di KN0 3 , il quale pare favorire lo 
sviluppo del vibrione; e inoltre che di al¬ 
cune colture in bile, anche fra quelle in¬ 
fettate con feci meno ricche di vibrioni, 
si fecero altri trapianti in piastra di 
agar dopo 54 ore di termostato con 
risultati intieramente simili a quelli 
avuti dopo 20-30 ore, cioè senza che 
dopo una sì lunga permanenza in 
tesmostato le piastre riuscissero più 
ricche di colonie di altri germi. 

Da quanto ho esposto fin qui, parmi 
dunque che si possa concludere: 

1. ° la bile costituisce per il vibrione 
colerigeno un substrato nutrizio del 
tipo dell’acqua peptonizzata, di fronte 
alla quale ha il pregio che i germi 
comunemente presenti nelle feci e 
anche altri germi che pur nelle feci 
si possono talvolta trovare, o non si 
sviluppano affatto o si sviluppano così 
scarsamente da rendere assai facile 
l’isolamento del vibrione del colera 
dalle colture di feci in bile; 

2 . ° anche quando i vibrioni nelle feci 
sono scarsissimi, l’arricchimento nella 
bile dà buoni risultati in un tempo 
abbastanza breve. Si consideri infatti 
che, per es., nell’esperienza B, nella 
bile seminata con un’ansa di miscela: 
feci + b. coli + b. B. del paratifo + 
coltura di vibrione del colera nella 
diluizione Vioo, oss i a — poiché l’ansa 
adoperata corrispondeva a V 350 di cm . 3 
— nella bile seminata con un’ansa di 

feci contenente meno di Va-ooo-ooo di 
cm. 3 di cultura in brodo di vibrione 
del colera, si è avuto dopo 30 ore un 
tale sviluppo di questo germe, da po¬ 
terne ricavare 10-12 ore più tardi delle 
culture quasi pure sull’agar e già in 


quantità sufficiente per le prove com¬ 
plete d’agglutinazione e anche per la 
prova di Pfeiffer; 

3. ° mediante l’arricchimento in bile 
l’isolamento del vibrione del colera 
riesce abbastanza rapido anche quando 
questo batterio è mescolato ad un nu¬ 
mero esuberante di altri germi. Così 
per es., nelTesperienza B, si poteva 
già dopo 20 ore, e forse anche prima, 
fare il trapianto dalla bile sull’agar, 
con sicurezza di ottenervi il vibrione 
in coltura quasi pura, sebbene si fosse 
partiti da una miscela di feci 4- b. coli 
+ b. del paratifo 4- cultura di vi¬ 
brione del colera diluita 1:100, in cui, 
pure trascurando i germi propri delle 
feci, la quantità di cultura di vibrione 
colerigeno era rispetto a quella del 
b. coli , e del bacillo del paratifo, con¬ 
siderati singolarmente, nella propor¬ 
zione di 1:10.000; 

4 . ° dato lo scarso sviluppo di altri 
microrganismi nella bile, si possono 
seminare anche dosi notevoli di feci, 
per es., cm. 3 0.1, senza perciò rendere 
molto più difficile l’isolamento del 
vibrione del colera e raggiungendo in 
vece lo scopo o di rendere più sollecita 
la diagnosi 0 di poterla stabilire anche 
quando le feci sono poverissime di 
vibrioni. 

A me non è stato ancora possibile 
di controllare questi risultati con espe¬ 
rienze su feci colerose, ma le ricerche che 
ho riferite mi paiono ad ogni modo suf¬ 
ficienti a dimostrare che l’uso della 
bile nella diagnosi batteriologica del 
colera deve con molta probalità dare 
buoni frutti. Parmi sopratutto che esso 
sia indicato nei casi in cui i vibrioni 
colerigeni sono assai scarsi nelle feci, 
come suole accadere per un tempo 
abbastanza lungo nei convalescenti e 
guariti di colera e nei portatori cronici 



di vibrioni. Quando invece le feci sono 
ricche di vibrioni, la cultura in acqua 
peptonizzata potrà talvolta condurre 
qualche ora prima alla diagnosi, seb¬ 
bene anche allora la cultura in bile, 
in cui lo sviluppo del vibrione coleri- 
geno non suole venire soverchiato da 
quello dei germi delle feci neppure 
dopo 24-48 ore d’incubazione in ter¬ 
mostato, consentirà una maggiore li¬ 
bertà di lavoro al batteriologo e gli 
renderà più facile il compito anche se 
abbia un gran numero di campioni di 
feci da esaminare e questi gli perven¬ 
gono in ore in cui solo con grande 
disagio è possibile eseguire successi¬ 
vamente lo studio metodico delle col¬ 
ture in acqua peptonizzata. 

Io non voglio con ciò affermare che 
la bile debba sostituire gli altri mezzi 
di coltura, bensì ritengo che sia con¬ 
veniente associarla ad essi come un 
sussidio diagnostico che, in alcuni 
casi, sarà superfluo, ma in altri potrà 
essere prezioso e forse anche indispen¬ 
sabile, se le prove che io m’ auguro 
vengano fatte da altri pure sulle feci 
colerose confermeranno i risultati di 
queste mie ricerche. 

Quanto alla tecnica da seguirsi, 
basterà dire, a mo’ di conclusione, 
che essa consiste semplicemente in 
questo: la bile fresca di bue viene 
filtrata per carta, addizionata del 3 % 
di soluzione al 10% di carbonato so¬ 
dico cristallizzato e del 0,1 % 0 di nitrato 
potassico, distribuita in provette, in 
ragione di 5 cm :j per ciascuna, e steriliz¬ 
zata aH’autocIave per 15-20' a mezza 
atmosfera (1). Per ogni campione di feci 

(1) È interessante il fatto che. nella bile così prepa¬ 
rata, il vibrione del colera produce uua discreta quan¬ 
tità di indolo, mentre non ne produce affatto il b.coli, 
forse anche a causa del suo scarso sviluppo in tale 
mezzo. La ricerca dell’indolo nelle colture in bile, non 
potendosi fare direttamente nel liquido colturale, si ese- 


conviene infettare tre tubi di bile, e cioè 
con 1 ansa, 3 anse e cm 3 0,1 del ma¬ 
teriale. L’esame delle colture che, in 
alcuni casi, è già fruttuoso dopo 4-9 
ore, mentre in altri lo è solo dopo 20-30 
ore di termostato, e i trapianti in agar si 
fanno col materiale prelevato di pre¬ 
ferenza dalla superfice del liquido 
colturale. In genere, per l’esame mi¬ 
croscopico, è sufficiente 1’ osservazione 
in goccia pendente, mediante un buon 
obbiettivo ad immersione; è raccoman¬ 
dabile però, sopratutto nelle prime 
prove, anche l’allestimento di preparati 
colorati. 

Siccome la bile aderisce male al 
vetrino e viene facilmente asportata 
durante la lavatura con acqua, per 
ottenere i preparati colorati si potrà 
procedere in questo modo: 

1 ° Essiccazione della goccia sul 
vetrino all’aria; 

2 ° Immersione del vetrino per 5' 
in sublimato alcoolico (si sciolgono 
a caldo gr. 7,5 di HgCl 2 in 100 cm 3 
d’acqua, cui si aggiungono poi 100 cm 3 
d’alcool assoluto), o anche in sublimato 
1 % 0 in acqua; 

3° Lavatura, agitando il vetrino 

0 

afferrato con le pinze in un bicchier 
d’acqua distillata; 

4° Colorazione a caldo con azzurro 
di metilene di Lòffler o con soluzione 
idro-alcoolica di violetto di genziana; 

5° Lavatura come al n. 3, essicca¬ 
mento, balsamo. 


guisce o sospendendo nelle provette delle striscie di 
carta bibula imbevute di reattivo di Ehrlich, le quali 
arrossano se nella coltura si forma indolo, oppure ri¬ 
correndo al procedimento consigliato da Porcher e Pa- 
nisset (C- R. Soc . Biologie, 1909, Tome 66,pag . 624), 
consiste nell’agitare la coltura con etere, all'etere 
separato aggiungere poi una certa quantità di soluzione 
alcoolica di p-dimetilaminobenzaldeide e un pò di acido 
cloridrico: nel piano di separazione fra questi due li¬ 
quidi si forma un anello rosso - rubino. 



9 


Accennerò infine che ho istituito 
anche alcune prove con agar e con 
gelatina addizionate di bile, per le 
colture in piastra delle feci o dell’acqua 
peptonizzata seminata con feci. 

Pare che in tal modo si possano 
avere delle colture più pure di vibrione 
colerigeno che non con V agar e la 
gelatina ordinari, ma i risultati raccolti 


finora non sono sufficienti per un 
giudizio preciso in proposito. Altre 
prove con bile addizionata di varie 
quantità di acqua peptonizzata, e con 
agar o con gelatina preparati intiera¬ 
mente con bile sono riuscite assai poco 
incoraggianti. 

Siena , 8 ottobre 1910. 
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